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RCsumi! - L’acide (methyl-3 butyl)-5 propyl-5 barbiturique pouvait apriori &tre oxyde, au niveau htpatique, sur la chaine 
isoamyle ou la chaine propyle. Des modtles de metabolites ont CtC prepares et le barbiturique a Ctt administre au Chien 
et au Rat. L’obtention dans les urines d’un seul derive y-hydroxyle confirme la facilite d’hydroxylation de la chaine ramifiee 
et Ctablit que le substituant propyle est moins sensible a l’oxydation que le groupe Cthyle de l’amobarbital. 

Summary - Wepatic hydroxylation of a barbiturate, competition between pr~pyl and isoamyl chains. 5-(3-Methylbutyl) 
5-propyl barbituric acid could a priori undergo hepatic oxidation on either isoamyl or propyl side chains. Models of metabolites 
were synthesized and the barbiturate was administered to dogs and rats. Only a y-hydroxy derivative was recovered in urine. 
This observation confirms the easy hydroxylation of the tertiary carbon in the 3-methyl-butyl group and establishes that the 
propyl side chain is less sensitive to oxidation than the ethyl side chain of amobarbital. 

metabolism / barbiturates / oxidation / y-hydroxylation / isoamyl / propyl 

Introduction 

La chaine isoamyle comporte au niveau de sa ramification 
un site particulierement sensible a l’action des mono- 
oxygenases a cytochrome P-450 du foie. C’est ainsi que 
l’amobarbital conduit in vivo a un derive y-hydroxyle 
conjugue ou non [l-6]. La presence de cet hydrogene 
tertiaire et le caractere majoritaire de la y-hydroxylation 
n’empechent toutefois pas une oxydation en fl de la chaine 
tthyle de ce mtdicament, avec des rendements par rapport 
a la quantite ingerte qui sont de l’ordre de 4,5 % chez le 
Chien ou le Rat [7-91 (Schema 1). 

SchCma 1. 

L’hydroxylation hepatique n’est d’ailleurs pas la settle 
voie de biodegradation de l’amobarbital puisqu’un N- 

glucoside [ 10, 111, un derive dihydroxyle [IO] ou un compose 
o-carboxylique [2] ont Cgalement ttC dtcrits chez 1’Homme 
ou 1’Animal. 

La competition entre la chaine ramifiee et la chaine 
lintaire observee, dans le cas de l’amobarbital, pose toute- 
fois quelques questions : l’hydroxylation terminale du groupe- 
merit Cthyle, relativement favoriste puisqu’elle a &tC consta- 
tee Cgalement chez le barbital [12, 131 ou le phenobarbital 
[14] constitue-t-elle un cas particulier et un autre substituant 
lineaire pourra-t-i1 entrer en competition avec le reste 
methyl-3 butyle? l’augmentation de lipophilie due a un 
allongement de la chaine aura-t-elle une influence sur 
l’hydroxylation hepatique? 

Pour tenter de repondre a ces interrogations il est possible 
de remplacer la chaine Cthyle par un groupement propyle; 
ce qui provoque une augmentation de lipophilie (il log P,l,) 
que l’on peut chiffrer a 0,50 [15, 161 et modifie significative- 
ment l’encombrement de la molecule. 

Nous rapportons done ici l’ttude du comportement 
in vivo de l’acide (methyl-3 butyl)-5 propyl-5 barbiturique 
chez un rongeur, le Rat et un non-rongeur, le Chien. 

*Auteuv Li qui la correspondaHce doit Btve advessie. 
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Chimie 

Synthdse des meddles de mktabolites 

En se basant sur les anteriorit& qui concernent l’amo- 
barbital [l, 61, on peut s’attendre a ce que l’hydroxylation 
hepatique affecte prtferentiellement la chaine isoamyle de 
l’acide (methyl-3 butyl)-5 propyl-5 barbiturique, 1. 

C’est pourquoi la synthese d’un modele y-hydroxyle, 2, 
a CtC entreprise. La methode classique de preparation, a 
partir du barbiturique correspondant, d’un derive hydroxyle 
au niveau d’un carbone tertiaire, consiste en une oxydation 
par le trioxyde de chrome en milieu acetique. Les rendements 
sont gerkralement t&s faibles (20-30x au maximum) 
[17, 61 mais ici, a 20 ou 40°C quelle que soit la duke du 
contact, ce procede s’avere totalement inoperant, vrai- 
semblablement en raison de l’encombrement sterique qui 
empeche l’oxydation a basse temperature. 

De plus, lorsqu’on augmente le chauffage (lOO”C), 
l’attaque de la chaine isoamyle se produit bien, mais l’oxy- 
dation se poursuit et conduit finalement a un acide carboxy- 
lique (Schema 2) selon une evolution qui Cvoque une oxy- 
dation de Barbier Wieland 1181. 

1 6 

Schema 2. 

En revanche, l’utilisation de permanganate de potassium, 
ajoute par petites portions durant 18 jours, en solution 
aqueuse a 33°C selon une methode utilisee en strie cycla- 
nique [19], permet d’obtenir le compose 2 (Schema 3). 

Schema 3. 

Si la chaine propyle doit subir une hydroxylation, il est 
vraisemblable que celle-ci se produise en /I puisque cette 
position est la meme que celle qui subissait l’oxydation 
dans le cas du groupement Cthyle et que, de plus, elle est 
situ&e sur le penultieme carbone de la chalne. 

Le produit B-hydroxyle, 3, correspondant peut-&tre obtenu 
par hydratation sulfurique de l’acide allyl-5 (methyl-3 
butyl)-5 barbiturique (Schema 4). 

OH 

Ce compose 3, est susceptible de subir, in vivo, aux pH 
physiologiques, une alcoolyse intramoltculaire conduisant 
a une lactone allophanique, 4, par une reaction reversible 
du type de celle qui se produit pour de nombreux autres 
,J-hydroxy barbituriques [7-9, 20-281 (Schema 5). 

SchCma 5. 

R = CH3, R’ = CHz-CH=CHz 
R = CH3, R’ = CHzCH(CH& 
R = H, R’ = CHzCHzCH(CH& 

Cette m&me alcoolyse peut etre aisement realisee in vitro 
a partir de 3 en solution aqueuse A pH 6,5 et le compose 4 
peut &tre obtenu a 70°C en proddant a des extractions 
chloroformiques toutes les demi-heures pour deplacer l’tqui- 
libre vers ce produit plus lipophile (Schema 6). 
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Schema 6. 

Toujours en se referant au comportement des autres /3- 
hydroxybarbituriques [7-9, 23-281, on peut prevoir une 
hydrolyse in vivo de la liaison amide la plus proche du cycle 
lactonique de 4, accompagnee de la liberation d’uree et 
d’un acide y-valerolactone carboxylique-2, 5. La synthese 
in vitro de ce dernier peut @tre realisee par simple Cbullition 
de 4 en presence de soude aqueuse (pH 14) puis acidification 
du milieu (Schema 7). 

l)NaOH/B 
2)HCI - ‘=(;’ + 

2 

5 

Schema 7. 

Des hypotheses anciennes [20, 221 faisant &at de la for- 
mation de y-valerolactones, la decarboxylation du compose 
5 en 6 a CtC realisee par chauffage a 150°C durant 2 h 
(Schema 8). 

150 ‘C 

2h 

6 

Schema 4. Schema 8. 



La presence de composes oxydes en c&one, en position 
w-l, dans les urines de patients ayant absorb6 des barbi- 
turiques [29], a rendu Cgalement necessaire la synthese 
d’un compose /3-carbonyle sur la chaine propyle, 7, par 
oxydation chromique de 3 [27] (Schema 9). 

SchCma 9. 

Etude de la stabilite’ de ces modsles 

Elle doit Ctre CtudiCe dans des milieux et des conditions 
proches de ceux qui regnent in viva mais Cgalement au tours 
des traitements extractifs. 

Etude de la stabilite’ dans des conditions biomime’tiques 
Dans un tampon de pH 7,40 et a une temperature de 37°C 
les composes 1 et 2 sont parfaitement stables. En revanche, 
3 et 4 sont soumis dans ces conditions, comme ils l’etaient 
a pH 6,5 et 70°C (Schema 6), a un Cquilibre d’alcoolyse- 
aminolyse, qui est atteint, ici, vers 72 h. Les pourcentages 
relatifs sont alors de 27 % de 4 pour 73 % de 3. 

Stabilite’ dans les conditions de I’extraction 
La stabilite de la lactone carboxylique, 5, a et6 verifiee 
a pH 0,5, car si ce metabolite potentiel se trouvait dans les 
urines, il ne pourrait Etre extrait qu’aprits acidification du 
milieu. 

11 a, en outre, CtC demontre que l’equilibre entre 3 et 4 
(Schema 6) Ctait bloque en solution dans l’adtate d’tthyle 
et en solution aqueuse apres acidification, 

Evaluation des rendements extract@ par Pa&ate d’e’thvle 
Places en solution aqueuse, a pH 0, a des concentrations 
analogues a celles auxquelles ils sont presents dans les 
urines, le derive y-hydroxyle, 2, comme le barbiturique, 1, 
sont extraits par I’acCtate d’ethyle avec un rendement de 
95 %. 
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Biologie 

Le barbiturique, 1, et le compost y-hydroxyle, 2, sont 
administres a des chiens ou des rats a des doses de l’ordre 
de 20 mg/kg/jour durant plusieurs jours. Les urines des 
animaux sont recueillies, congelees, puis reunies en fin 
d’experience et extraites a pH 6,5 et 0,5. Les substances 
ainsi obtenues sont stparees par chromatographie sur 
colonne, identifiees par RMN ‘H et microanalyse (C, H, N) 
et pesees. 

Le Tableau I resume les resultats obtenus. 
Lorsqu’on administre le compose 1, comme lorsqu’on 

donne directement A l’animal le compose 2, la seule substance 
retrouvee dans les urines l’est a pH 6,5 et il s’agit du com- 
pose 2. 

Dans des conditions oh l’on pourrait pourtant saris 
difficult6 detecter des quantites de 1, 3, 4, 5, 6 ou 7, corres- 
pondant a 1% de la quantite ingtrte, on n’observe aucun 
de ces produits. 

Le rendement en compose 2 par rapport a la quantite 
administree est de 59,3 f 3,4x chez le Rat et de 68,6 
f 3,4x chez le Chien. 

L’administration directe du derive y-hydroxyle au Chien 
ou au Rat permet de retrouver dans les urines des quan- 
tit&s analogues (ordre de 70% chez le Chien, de 60% chez 
le Rat). 

Discussion et Conclusion 

La competition entre la chaine isoamyle et la chaine propyle 
vis-a-vis de l’oxydation hepatique s’est done sold&e par 
une hydroxylation exclusive de la structure ramifiee, chimi- 
quement plus favorisee. 

En effet, l’absence d’identification dans les urines de 
derive resultant de la biodegradation du groupement 
propyle signifie, au moins, qu’il ne s’en est pas forme plus 
que des quantites infimes. 

Si l’on compare ce rtsultat a l’oxydation de 4--4,5x 
de la chaine ethyle de l’amobarbital, pourtant moins lipo- 
phile, on est amen6 a incriminer l’augmentation d’encom- 
brement sterique, qui protege la chaine lineaire de l’hydroxy- 
lation. 

L’encombrement de la molecule, qui se manifeste d’ailleurs 
Cgalement in vitro en rendant impossible a basse temperature 

Tableau I. Conditions et resultat des experiences d’administration de 1 aux animaux. 

Espkce Animal 

nombre poids total 
kg 

sexe 

Administration de 1 

duke dose 
jours nu&djour 

total administre 
mg 

Recueil 
2 rkupere 
mg 

Rat 24 5,17 
! 

25 20* 2585 1500 
Rat 24 7,2 25 20* 3600 2200 
Rat 36 9,45 15 20* 2835 2000 
Chien 1 29 6 20 3480 2600 
Chien 1 24 6 2880 1900 
Chien 1 13,5 

5 
8 

2 
2160 1700 

*Exprimee en barbiturique protone m&me s’il a et& administre sous forme de sel. 



28 

I’oxydation chromique de la chaPne isoamyle, ne 
toutefois pas A empkher l’acc&s du site tertiaire 
dernibe par les enzymes d’oxydation in vivo. 

Protocoles expkrimentaux 

Chimie 

parvient 
de cette 
-. 
,. 

Les spectres de RMN 1H ont Bte Btablis a 60 MHz sur appareil Varian 
T 60 avec r&Xrence interne TMS. Les microanalyses ont 6te’ realisees 
sur Perkin-Elmer 240. Les points de fusion non-corriges ont e’tt 
d&ermines sur bane de Kofler. Les resultats des analyses signales par 
des symboles d’element sont compris entre & 0,3x des valeurs theo- 
riques. 

Synthese de l’acide (methyl-3 butyl)-5 propyl-5 barbiturique 1 
11 est prepare par condensation du (methyl-3 butyl)-2 propyl-2 malonate 
de diethyle avec l’uree en solution Bthanolique et en presence d’ethylate 
de sodium selon le procede classique decrit dans [30] pour le barbital. 

Rdt % = 71; FC (eau) = 137. RMN 1H CDCla 6 ppm = 0,93 
(9H, 2CHa, CH3); l-2,1 (m, 7H); 8 (s, 2H, ech. DzO, 2NH). Anal. 
C~zHzoNz03 (C, H, [N)., 

Oxydation chromique de 1 
Dans un erlenmeyer de 500 ml, sont introduits successivement 3 g 
du barbiturique 1 (0,0123 mol), 70 ml d’acide acetique puis 8 g de 
trioxyde de chrome (0,08 mol). Le milieu est chauffe a 1OOoC durant 
2 h. Le contenu de l’erlenmeyer est alors verse dans un recipient, 
contenant deja 500 ml d’ether Bthylique puis on laisse la temperature 
decroitre. Ames agitation, la solution organique est separee dans une 
ampoule a &cant&, puis. lavee par plusieurs-petites quantites d’eau. 
Elle est ensuite sechee sur sulfate de sodium puis le solvant organique 
est chasse a l’evaporateur rotatif. L’acide carboxymethyl-5 propyl-5 
barbiturique 8 est cristallise dans le melange cyclohexane-ether 
Bthylique (50-50, vol). 

Rdt % = 15; F°C = 166. RMN 1H DMSO-ds: S ppm = 0,s 
(t, 3H, CH3); O&-l,4 (m, 2H, C-CHZ-CH3); 1,4-1,8 (m. 2H, 
CN2-CHz-CHa); 2,8 (s, 2H, CZ-COOH); 11,2 (s, 2H, &ch. 
DzO, 2NH); 12,2 (m, H, ech. D20, COOH). Anal. GHwN205 (C, H, 
W 

La mCme methode, mais a 20 et 40°C, durant 1, 2, 5 ou 24 h, ne 
conduit a aucune modification du produit de depart. 

Synthese de l’acide (methyl-3 hydroxy-3 butyl)-5 propyl-5 barbiturique 2 
Dans une fiole de 1 1 qui contient 750 ml de tampon pH = 8, 2,50 g 
(0,0098 mol) de 1 sont introduits. La suspension est port&e a 33OC 
pendant 18 jours, en ajoutant 0,5 g de permanganate de potassium 
tous les 2^jours. On extrait ensuite par 100 ml d’ether ethylique 3 fois, 
pour Bliminer le reste de 1 puis on acidifie par 3 ml d’acide sulfurique 
concentr,& Apres 1 h d’ebullition, on extrait 3 fois par 150 ml d’acetate 
d’ethyle. La phase organique est stchee puis chassee et le produit est 
recristallise dans l’ether Bthylique. 

Rdt % = 12; FoC = 162. RMN 1H DMSO-de S ppm = 1 (s, 6H, 
2CHa); 0,8-2,2 (m, llH, 4CHz et CHa); 11 (s, 2H, Bch. DzO, 2NH). 
Anal. Cl2H20~204 (c, H, N). 

Svnthdse de E’acide (hydroxy-2 propyl)-5 (methyl-3 butyI)-5 bar- 
bktrique 3 
Dans un erlenmeyer muni d’un systeme d’agitation magnetique, on 
introduit successivement 15 ml d’acide sulfurique (d = 1,83) et 5 g 
d’acide allyl-5 (methyl-3 butyl)-5 barbiturique (0,021 mol), laisse 
l’agitation se poursuivre pendant 30 min, puis introduit 200 ml d’eau 
distill&e. Le milieu reactionnel est alors port& a l’ebullition pendant 
1 h. Aorb refroidissement, on filtre l’insoluble qui est lave par de 
petites portions d’eau froide. Le produit est recristallise dans l’eau. 

Rdt % = 79; FoC = 151. RMN 1H DMSO-da S ppm = 0,8 (d, 
6H, 2CHa i-amyle); 1 (d, 3H, CHa); 1,2-2,3 (m, 7H, 3CHz et CH i- 
amyle); 3,8 (2H, HC-0 et OH Cch. D20);,8,8 (2H, Bch. D20, 2NH). 
Anal. GzHzoN~04 (C, H, N). 

Synthese de C’allophanyl-2 (methyl-3 butyC)-2 y-valerolactorte 4 
Dans une fiole conique munie d’un systeme d’agitation magnetique, 

on introduit 1,25 g de 3 (0,0049 mol) et 50 ml d’eau distillte. Le pH 
est ajuste a 6,5 par la soude 0,l N. Le milieu reactionnel est port& a 
70% pendant 30 min. Apres refroidissement, on extrait par le chloro- 
forme. La phase organique est s&par&e de la phase aqueuse. Cette 
derniere est ajustee a pH 6,5 et de nouveau portee a 70°C pendant 
30 min. Apres refroidissement et extraction chloroformique, la phase 
aqueuse est une derniere fois ajustee a pH 6,5, port&e a 70°C puis 
extraite. Les phases organiques sont alors regroupees, s&h&es sur 
chlorure de calcium. Apres filtration, le chloroforme est chasse a l’eva- 
porateur rotatif; on obtient ainsi un produit qui est recristallise dans 
l’eau. 

Rdt % = 68; FOC = 150. RMN lH CDCl3 I? ppm = 0,9 (d, 6H, 
2CHa i-amyle); 1,2 (d, 3H, CBS--C-0); 1,6-2,3 (m, 7H, 3CHz 
et CH i-amyle); 5,8 (lH, Bch. DaO, NH); 8 (2H, 6ch. D20, NHz). 
Anal. ClzHzoNz04 (C, H, N). 

Synthdse de l’acide (methyl-3 butyl) -2 y-valerolactone-2 carboxylique 5 
On introduit dans une fiole conique 1 g de 3 (0,0039 mol) et 75 ml 
d’eau. Le pH est ajuste par la so&e a 14. La fiole est plac& 2-h’dani 
un bain-marie bouillant. Apres refroidissement, puis acidification, 
on extrait le milieu reactionnel par trois fois 50 ml de chloroforme, la 
phase organique est ensuite sechee sur sulfate de sodium, filtree et le 
chloroforme est chasse a l’evaporateur rotatif. 

Rdt % = 30; Ea@C = 158. RMN 1H CDCla 6 ppm = 1 (d, 6H, 
2CHa i-amyle); 1,5 (d, 3H, CHa-C-O); 1,2-2,6 (7H, 3CHz-, 
CH i-amyle); 4,8 (m, lH, CH-0); 6,9 (s, lH, ech. D20, COOH). 
Anal. CllH1804 (c, H, N). 

Synthdse de la (methyl-3 butyl)-2 y-valerolactone 4 
Dans un erlenmeyer surmonte par un refrigerant, 200 mg (0,001 mol) 
de 5 sont chauffes a 15OC durant 2 h. 

Rdt % = 75; El 0C = 70. RMN 1H CD% 6 ppm = 0,s (d, 
6H, 2CHa i-amyle); 1,3 (d, 3H, CHa-C-O); 1,5-3 (m, 8H); 4,6 
(m, H, CHa-CH-0). Anal. CloHlsOz (C, H, N). 

Synthdse de l’acide (0x0-2 propyl)-5 (mdthyl-3 butyl)-5 barbiturique 7 
Dans un erlenmeyer muni d’un systeme d’agitation magnetique, sont 
introduits 1,45 g (0,0057 mol) de 3, 8 g d’anhydride chromique et 75 ml 
d’acide acetique glacial. Le melange est agite pendant l/2 h a tempera- 
ture ambiante puis on le verse dans 250 ml d’ether Bthylique. La solution 
Btheree est extraite par de petites quantites d’eau, jusqu’a d&coloration, 
sechee sur sulfate de sodium, filtree puis evaporte a l’evaporateur 
rotatif. L’huile ainsi obtenue est trituree avec 10 ml d’ether pour 
donner un produit qui est recristallise dans l’eau, apres avoir ete 
recueilli par filtration. 

Rdt % = 16; FoC = 150. RMN lH DMSO-ds 6 ppm = 0,8 (d, 
6H, 2CHa i-amyle); l-2 (m, 5H, 2CHz et CH i-amyle); 2,1 (s, 3H, 
CH3-C=O); 3,3 (s, 2H, -CH2C=O); 11 (s, 2H, Bch. D20, 2NH). 
Anal. Cl~HisN204 (C, H, N). 

Etude du comportement de 3 dans des conditions biomime’tiques in vitro 
Dans deux erlenmeyers de 2 1, 1,25 g (0,005 mol) de 3 est solubilise 
par 1,5 1 de tampon pH = 7,40 (acide citrique-phosphate disodique). 
Les recipients sont alors places dans un bain-marie thermostat6 a 
37oC. Dans le premier, des prises d’essai de 50 ml sont effecttrees a 
intervalles reguliers. Chaque prise est extraite par l’acetate d’ethyle 
et l’evolution de l’equilibre est tvaluee par RMN lH DMSO-da. 
On constate que l’tquilibre n’tvolue plus aprts 72 h. Le contenu du 
second erlenmeyer est alors extrait par 3 fois 200 ml d’adtate d’ethyle. 
Le solvant est s&he puis chasse a l’evaporateur rotatif. Le residu de 
l’tvaporation est dissous par le dichloromethane et apres filtration, 
le solvant est chasse. Le rQidu de filtration, constitue par l’hydroxy- 
barbiturique, et le rtsidu d’evaporation qui correspond a la forme 
allophanique, sont peses. Les pourcentages relatifs sont calcules. 

Stab&e’ dans les conditions de l’extraction 
Stabilite de la lactone carboxylique d pH 0,5. Dans 3 1 d’eau, amen&e 
a pH 0,5 par de l’acide chlorhydrique, est dissous 1 g de la lactone 
carboxylique 5. Cette solution est extraite par 4 fois 570 ml d’acetate 
d’ethyle. Le solvant est alors chasse a l’evaporateur rotatif a froid 
sous vide partiel. Le residu ainsi obtenu est alors pese’ et la structure 
du produit ve’rifiee par RMN lH et microanalyse. 

Evaluation des rendements extractifs par Pa&ate d’e’thyle 
La substance (1 g de 2 ou de 1) est placee en solution dans 5 1 d’eau, 



29 

amen&e a pH 0 par de l’acide chlorhydrique. Cette solution est extraite 
par 4 fois 1 1 d’acetate d’ethyle. La solution organique est placee 
sur sulfate de sodium puis filtree. Le solvant est alors chasse a l’eva- 
porateur rotatif. Le residu ainsi obtenu est pese et le rendement extractif 
calcule. 

Materiel et mtthode 

Substances administrees 
Le barbiturique 1 ou le derive hydroxyle 2 ont Cte administres aux 
animaux. 

Animaux 
Deux especes ont tte utilisees: chiens (batards), rats (Sprague- 
Dawley). Le nombre d’animaux, leur poids, leur sexe, la duree de 
I’administration, la dose sont regroupts dans le Tableau I. 

Administration 
Elle a et6 effectuee par voie orale. Aux chiens: la dose journaliere a 
ete administrte en une gelule introduite dans la gueule de l’animal. 
Aux rats: la dose journal&e (sous forme de sel) a et& dissoute dans 
de l’eau distill&e puis introduite par une canule directement dans 
l’estomac. 

Nourriture et boisson ont Btt fournies a volonte. 

Recueil des urines 
Chaque chien a et6 place dans une cage a metabolisme individuelle 
Iffa-Credo R ou Pajon R. Les rats ont ete places par 3 dans des cages 
a metabolisme Pajon R. 11s y ont et& maintenus pendant toute la duree 
de l’administration du produit, ainsi que durant les deux jours suivants. 
Les urines ont et8 prelevees chaque matin et chaque soir puis filtrees 
et congelees. 

Extraction 
Les urines decongelees ont 6te filtrees nuis extraites bar I’acetate d’ethvle 
successivement a pH 6,5 et a pH 0,5. Les solutions organiques a&i 
obtenues ont tte s&h&es sur sulfate de sodium puis filtrees. Le solvant 
a ensuite et& chasse h I’evaporateur rotatif a la temperature du labora- 
toire. 

Separation 
Le rtsidu a alors et6 extrait par le dichloromethane. La solution orga- 
niaue a Bte filtree uuis le solvant chasst a l’evaoorateur rotatif et le 
r&du a Cte trait6 ‘par chromatographie sur colonne (support: silice 
Kieselgel 60H Merck R; solvant de migration: cyclohexane-acetate 
d’ethyle, 50-50). 

Identification et determination quantitative 
Les fractions ont ete analvsees oar chromatograahie en couche mince 
(support: Kieselgel 60 F&4 M&ck R; solvant : *cyclohexane-acetate 
d’ethyle, 50-50); RMN lH DMSO-de et microanalyse C, H, N. Les 
produits identifies ont ensuite et& peses. 
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